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RESUMO 
Herbaspirillum seropedicae é um microrganismo diazotrofo e endofítico, 
encontrado em associação com diversas gramíneas de interesse agrícola, como 
cana-de-açúcar, arroz, sorgo e milho. Em vista do alto gasto energético envolvido 
na redução do N2 a NH3, o processo de fixação de nitrogênio é altamente regulado 
pelos níveis de oxigênio e amônia. Existem evidências de que a captação de 
amônio para dentro da célula ocorre de forma ativa, através de carreadores 
específicos presentes na membrana celular, conhecidos genericamente como 
proteínas Amt. O objetivo do nosso trabalho é a identificação do gene relacionado 
ao transporte de íons amônio em H. seropedicae. Seqüências de aminoácidos de 
possíveis transportadores de amônio de Escherichía co/i, Mycobacterium 
tubercu/osis e Bacíllus subtilis foram analisadas e as regiões mais conservadas 
foram escolhidas para o planejamento de oligonucleotídeos degenerados que 
foram utilizados como "primers" numa reação de peR utilizando o DNA genômico 
de H. seropedicae como molde. O produto obtido na reação de peR foi clonado 
no vetor pTZ19R, originando o plasmídeo recombinante pLN1. O inserto foi 
sequenciado e submetido a comparação com o banco de dados, mostrando-se 
bastante similar as seqüências de transportadores de amônio de diversos 
organismos, sugerindo a presença de um gene homólogo ao transportador de 
amônio em H. seropedicae. Este fragmento está sendo utilizado para a clonagem 




1.1 Herbaspirillum seropedicae 
Herbaspirillum seropedicae é um diazotrofo associativo isolado das raízes 
de gramíneas e mais recentemente do interior de folhas e caules de cana-de-
açúcar e arroz (BALDANI et aI., 1986; 1992). Eles são bactérias Gram-negativas, 
vibrióides, algumas vezes helicoidais e muito móveis, capazes de fixar nitrogênio 
sob condições microaeróbicas (BALDANI et aI., 1986). H. seropedicae fixa 
nitrogênio em uma ampla faixa de pH e, aparentemente, em uma maior 
concentração de oxigênio que as espécies de Azospirillum (BALDANI et aI., 1986; 
FU & BURRIS, 1989; KLASSEN, 1994). 
O caráter endofítico obrigatório destes organismos foi recentemente 
revelado (BODDEY et aI., 1995) e ele está classificado, com base na análise de 
sequências de rRNA, como sendo um membro do subgrupo p das Proteobactérias 
(YOUNG, 1992). 
BALDANI et aI. (1995) inocularam diferentes estirpes de Herbaspirillum em 
sementes de arroz e observaram que a estirpe Z94 contribui com até 54% do 
nitrogênio total acumulado pela planta e outras estirpes também fixaram 
aproximadamente 30% de nitrogênio. Este experimento confirma o potencial de 
estirpes de Herbaspirillum para fixar nitrogênio associado a arroz. Além disso, 
após 30 dias de inoculação houve um aumento no peso úmido e seco das plantas. 
1.2 Fixação biológica de nitrogênio 
A amônia é o composto nitrogenado de mais fácil utilização em procariotos 
e que proporciona a maior velocidade de crescimento se comparado a outras 
fontes nitrogenadas. Entretanto, em várias situações, a bactéria é obrigada a 
utilizar outras fontes de nitrogênio. Neste caso, esses organismos são capazes de 
sintetizar proteínas visando a captação e metabolização destes compostos. A 
s,intese e, em alguns casos, a atividade dessas proteínas são altamente reguladas 
em relação a disponibilidade desses compostos (MERRICK & EDWARDS, 1995). 
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Fixação biológica de nitrogênio é o processo de redução do dinitrogênio 
gasoso (N2) a amônia, catalisado pela complexo enzimático denominado 
nitrogenase. A estequeometria desta reação é a seguinte: 
A expressão da fixação de nitrogênio pelos diazotrofos requer condições 
ambientais favoráveis. Dentre estas incluem-se ausência de nitrogênio fixado, 
baixas tensões de oxigênio, presença de molibdênio e temperatura adequada 
(POSTGATE, 1982). Nitrogênio fixado (NH4+) e oxigênio afetam a expressão das 
proteínas envolvidas na fixação de nitrogênio nos diversos organismos 
diazotróficos estudados (EADY, 1986; POSTGATE, 1982). 
Em vista do alto gasto energético envolvido na redução do dinitrogênio 
gasoso a amônia, o processo de fixação de nitrogênio é altamente regulado, tanto 
na atividade da nitrogenase como na expressão dos seus genes. O controle da 
expressão dos genes estruturais do complexo enzimático nitrogenase é feita de 
maneira intrincada, envolvendo cascatas de genes regulatórios. De maneira 
simplificada, a atividade ou síntese do complexo enzimático nitrogenase só ocorre 
em baixos níveis de oxigênio e na ausência de amônia. 
1.3 Os genes nif 
Os genes nif codificam proteínas provavelmente essenciais para a 
biossíntese das proteínas do complexo nitrogenase (MERRICK et ai., 1982). As 
proteínas codificadas pelos genes nifLA, são responsáveis pelo controle da 
transcrição dos demais genes nif, sendo a proteína NifA ativadora de transcrição e 
a NifL anti-ativadora em Klebsiella pneumoniae, Enterobacter agglomerans e 
Azotobacter vinelandii (MERRICK, 1983). 
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1.4 Assimilação de amônia 
A amônia formada no processo de redução de N2 atmosférico ou captada 
do meio externo é utilizada para a síntese de glutamina e glutamato. Na maioria 
das células, esses compostos servem de doadores de nitrogênio para as reações 
biossintéticas. A assimilação da amônia nos procariotos pode ocorrer por duas 
vias: a) a glutamina sintetase (GS) (reação 1) e a glutamato sintase (GOGAT) 
(reação 2) e b) glutamato desidrogenase (GDH) (reação 3) (MERRICK & 
EDWARDS, 1995). 
REAÇÃO 1 
NH/ + L-glutamato + ATP 
GS 
L-glutamina + ADP + Pi 
REAÇÃO 2 
L-glutamina + a-cetoglutarato + NADPH 
GOGAT + 
__ .~ 2 L-glutamato + NAOP 
REAÇÃO 3 
GDH 
NH4+ + a-cetoglutarato + NAD(P)H glutamato + NADP+ 
A via da GDH é utilizada quando as células crescem na presença de 
excesso de nitrogênio fixado, enquanto a via GS/GOGAT em condições limitantes 
(MERRICK & EDWARDS, 1995). 
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1.5 Controle do metabolismo geral de nitrogênio pelo sistema ntr. 
o sistema ntr controla o metabolismo geral de nitrogênio, regulando a 
utilização de fontes alternativas de nitrogênio como nitrato e aminoácidos 
(DRUMMOND et aI., 1983). 
Em enterobacteriáceas este sistema é composto por seis proteínas: NtrB 
(produto do gene ntrB) , NtrC (produto do gene ntrC) , GlnD (produto do gene glnD) , 
proteína PII (produto do gene glnB) , GlnE (produto do gene glnE) e glutamina 
sintetase (produto do gene glnA). Essas proteínas interagem em um complexo 
mecanismo em cascata (MERRICK & EDWARDS, 1995). Recentemente, foi 
descoberto um gene homólogo ao glnB, denominada glnK (van HEESWIJK et aI., 
1996), entretanto o seu papel no sistema ntr ainda não está completamente 
esclarecido. 
A atividade das proteínas NtrB, NtrC e glutamina sintetase, é dependente 
da relação a-cetoglutarato/glutamina (BUENO et aI., 1985). Em baixas 
concentrações de íons amônia, quando a relação a-cetoglutarato/glutamina é alta, 
o a-cetoglutarato induz uma mudança conformacional na proteína PII, que adquire 
uma conformação ótima para a uridililação pela proteína GlnD. O produto do gene 
glnD possui duas atividades catalíticas dependendo do nível intracelular de 
nitrogênio fixado: em condições limitantes de NH4+ a proteína GlnD possui 
atividade de uridililtransferase e catalisa a adição do grupamento UMP à proteína 
PII, enquanto que em condições de excesso de NH4+, GlnD adquire atividade de 
enzima removedora de UMP (de MEL et aI., 1994). A proteína PII-UMP não 
interage com NtrB que, na sua forma livre, catalisa a fosforilação da proteína NtrC, 
ativando-a. A proteína NtrC fosforilada (NtrC-P) é um ativador de transcrição do 
gene nifA e do operon glnAntrBC (glnAp2) de K. pneumonia e (REITZER & 
MAGASANIK, 1985 e MAGASANIK, 1989). PII-UMP interage com a 
adenililtransferase (ATase) que catalisa a desadenilação da glutamina sintetase, 
ativando-8 (RROWN e t aI.. i 971; KAMBEROV et aI., 1995 e MERRICK & 
EDWARDS, 1995). A glutamina sintetase desadenilada passa então a produzir 
glutamina (KEENER & KUSTU, 1988). 
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Em condições de excesso de nitrogênio fixado a proteína GlnD liga 
glutamina, o que inibe sua atividade de uridililtransferase e ativa a de enzima 
removedora de UMP, favorecendo a desuridililação de PII (de MEL et ai., 1994). A 
proteína PII desuridililada estimula a atividade de fosfatase da proteína NtrB, que 
desfosforila NtrC-P, inativando-a. Ao mesmo tempo a PII desuridilada age sobre a 
ATase, que passa a catalisar a adenilação da glutamina sintetase. A glutamina 
sintetase adenilada é inativa (HAWKES et ai., 1985 e MERRICK & EDWARDS, 
1995) (figura 2). 
Em condições limitantes de nitrogênio fixado, a proteína NtrC fosforilada 
ativa a transcrição dos genes glnAntrBC, dos genes nifLA e de outros sistemas 
alternativos de assimilação de fonte nitrogênio (MERRICK & EDWARDS, 1995). 
Além disso a atividade da GS é estimulada pela desadenilação. Neste caso a 
assimilação de NH4+ é máxima. Quando os níveis de NH4+ são altos, a síntese da 
glutamina sintetase é diminuída e sua atividade inibida por adenililação. Neste 
caso a principal via de assimilação de NH4+ passa a ser a glutamato 
desidrogenase (MERRICK & EDWARDS, 1995). \ 
1.6 Transporte de amônio 
Evidências sobre a existência de transportadores ativos de íons amônio 
(denominados genericamente por Amt) em procariotos são descritas em cerca de 
90 espécies. A análise das proteínas codificadas pelos genes amt já clonados, 
indicam que são proteínas transmembrânicas e compartilham elevada homologia 
(MERRICK & EDWARDS, 1995). 
Segundo KLEINER (1985), o transporte de amônia através da membrana 
celular pode ocorrer por duas vias: a primeira, um transporte passivo, envolveria a 
difusão da amônia em sua forma neutra através da membrana celular a favor de 
um gradiente de concentração. A segunda, capta a forma protonada (NH4+) do 
meio extracelular, sendo aparenteme"tp dependentA de e:;argia. 
A existência de um gradiente de concentração de NH4+ através da 
membrana celular de muitos procariotos, contra o qual o transporte de NH4+ tem 
~ 
+ tN 









~ GlnK ~N 
Figura 1 - Controle do metabolismo geral de nitrogênio pelo sistema ntr na 
família Enterobacteriaceae (FISCHER, 1994). 
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sido freqüentemente observado é uma das evidências da existência de 
transportadores ativos de íons amônio. Se a permeação ocorresse exclusivamente 
pela difusão inespecífica de NH3, seria impossível o acúmulo de NH4+ , já que o 
interior da maioria das bactérias é alcalino em relação ao meio externo (KLEINER, 
1985). Segundo esta teoria, o transportador de NH4+ não impediria a perda de NH3 
por difusão, mas estaria constantemente recuperando-a, após sua protonação, do 
meio extracelular. Isto poderia explicar a perda constante de NH3 em mutantes 
Amr. Estudos em K. pneumoniae apresentaram valores de coeficiente de 
permeabilidade da membrana celular bastante elevados (1.8 X 10-3 cm.s-1 ) , 
similares ao coeficiente de permeabilidade da água (KLEINER, 1985). A 
diminuição do potencial de membrana resultante do transporte eletrogênico de 
NH4+ seria balanceado por uma exportação de prótons dependente de energia 
(figura 2). 
Recentemente, porém, SOUPENE et aI. (1998) sugeriram que a proteína 
Amt é responsável pelo transporte de NH3 através da membrana plasmática em 
Escherichia calí. Evidências para esta conclusão derivam dos efeitos do pH sobre 
a taxa de crescimento: mesmo em baixas concentrações de NH4+ os efeitos da 
disrupção do transportador são significativos apenas em culturas com valores de 
pH abaixo de 7. Estes dados indicam que a função do Amt só é requerida para o 
crescimento ótimo de E. coli quando a concentração de NH3 externa cai para 
níveis muito baixos. Além disso, a disrupção do Amt resulta num maior 
crescimento de E. calí em uma fonte pobre de nitrogênio (arginina), levando à 
hipótese de que NH3 pode difundir para fora através do Amt quando sua 
concentração interna excede aquela do meio. Em pH 7 a expressão constitutiva do 
gene amt não melhorou o crescimento deficiente, em condições limitantes de 
nitrogênio, de um mutante de Salmanella typhimuríum que não apresentava a 
atividade de GS. Esta deficiência no crescimento parece ser causada pela 
necessidade de uma alta concentração interna de NH4+, requerida para 





- \ ~ 
N2 ~ ~ 
--------; NR3 .. Glutamina 
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Ir ~ NRt+ 
Figura 2 - Modelo de retenção cíclica de NH3I' NH4+, segundo KLEINER (1985). 
Mutações de gene nifL em A. vine/andii resultam na excreção de amônia 
pela bactéria (BREWIN et a/. , 1999). Neste organismo a expressão do operon 
nifLA não está sob controle do sistema ntr e o gene nifL é a única forma de 
regulação de regulon nif. Nenhuma evidência, no entanto, foi encontrada de que a 
proteína NifL controla o seu sistema de transporte de amônia. A excreção de 
amônia parece ocorrer devido a perda passiva de NH3 ,a qual se acumula em altas 
concentrações dentro da célula como resultado de uma aumentada e prolongada 
expressão da nitrogenase, causada pela perda da função da proteína NifL ou pela 
superexpressão da proteína NifA. 
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Medidas da concentração intracelular de amônia em estirpes selvagem de 
A. vinelandíi mostraram que esta pode ser até 20 vezes maior do que em K. 
pneumaniae. Se a membrana celular é tão permeável a NH3 como proposto por 
KLEINER (1985) (1.8 X 10-3 cm.s-1), o custo energético para manutenção desta 
concentração de amônia através da retenção cíclica seria três a cinco vezes maior 
do que aquele requerido para sua fixação, sendo, portanto desnecessário, visto a 
alta afinidade da GS por amônia. Estimativas de coeficientes de permeabilidade 
menores da NH3 através da membrana celular seriam mais realistas (BREWIN, et 
aI. 1999). 
Mutantes de A. vinelandíi que excretam amônia tem uma concentração de 
amônia intracelular apreciavelmente maior que a estirpe selvagem e estas 
concentrações invariavelmente excedem aquela do meio extracelular, sugerindo 
que amônia é perdida passivamente pela célula. Quando o meio torna-se alcalino, 
a perda passiva provavelmente requer a difusão de NH4+ bem como de NH3, 
porque assumindo que o pH intracelular é controlado, concentrações 
extremamente altas de amônia intracelular são requeridas para gerar o gradiente 
de concentração necessário para que ocorra excreção de amônia. Assim, parece 
que amônia é perdida da célula através da difusão passiva de NH4 + através de um 
carreador específico. 
A expressão do gene amtB de vários organismos como E. calí, Azaspirillum 
brasilense e S. typhimurium (van H EESWIJ K, et ai. , 1996; van DOMMELEN et aI. , 
1998; SOU PENE et aI., 1998) ocorre em condições limitantes de amônio e parece 
ser dependente da proteína NtrC. A repressão por altos níveis de amônia 
extracelular, nesses casos, pode estar relacionada à captação rápida e suficiente 
da amônia pelo processo de difusão que atenderia à necessidade celular por 
nitrogênio. 
Um modelo de regulação do gene amtB em R. etli foi recentemente 
proposto por TATÉ, et aI. (1999). Bactérias do gênero Rhizobium são capazes de 
induzir o desenvolvimento rie nódulos simbióticos em raízes de plantas 
leguminosas. Durante o desenvolvimento destes nódulos a bactéria se diferenc;d 
em bacteróides capazes de fixar nitrogênio, devido a ativação da nitrogenase. Os 
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bacterióides diferentemente das bactérias livres, são incapazes de assimilar o 
nitrogênio fixado devido ao desaparecimento da proteína NtrC, ativador 
transcricional do gene glnA (codifica para a proteína GS). A proteína NtrC ativa 
também a transcrição do gene amtB neste organismo. Assim, a NH3 pode difundir 
passivamente através da membrana bacterióide para dentro do relativamente 
ácido espaço periobacterióide, onde é convertida para NH4+ , a qual então, entra 
no cito sol da planta através de um transportador de amônio localizado na 
membrana periobacterióide (Figura 3) . A expressão constitutiva do gene amtB 
interfere com a a nodulação e com a fixação de nitrogênio. Isto pode ocorrer 
devido a captação de NH4+ do espaço periobacterióide para o interior do 
bacterióide, o que gera um ciclo fútil com conseqüências negativas para a 
associação simbiótica. 
A existência de dois transportadores de amônio tem sido proposta em A. 
vinelandii (MELETZUS et aI. , 1998). Mutantes amtB deste organismo apresentam 
deficiência no transporte de metilamônio, mas crescem eficientemente em 
concentrações limitantes de amônia. Azoarcus sp. e Rhodobacter capsulatus 
também possuem dois genes potencialmente codificando para transportadores de 
amônio, amtB e amtY (MARTIN & REINHOLD-HUREK, 1999; YAKUNIN & 
HALLENBECK, 1999). Mutantes amtB ou amtY de R. capsulatus não apresentam 
deficiência de crescimento e possuem taxas de transporte de amônia semelhantes 
a estirpe selvagem, mas, assim como em A. vinelandii, mutantes amtB não são 
capazes de transportar metilamônio. Mutantes amtB, mas não mutantes amtY, são 
também totalmente incapazes de ADP-ribosilação da proteína Fe ou outras 
modulações da atividade da nitrogenase em resposta a adição de NH4+, o que 
sugere que a proteína AmtB funciona primariamente como um sensor de amônia 
para os processos que regulam a atividade da nitrogenase. 
O estudo da organização e regulação dos genes envolvidos direta ou 
indiretamente no processo de fixação de nitrogênio em H. seropedicae é de 
importância não só acadêmica, como também prática. Supondo que ocorra o 
transporte ativo de íons NH4+, o isolamento de mutantes de H. seropedicae 

















NH4+ + GLU 
MP BACTÉRIA 
GLN 
Figura 3 - Modelo do transporte de amônio de Rhizobium etli para planta 
associada (adaptado de TATÉ et ai., 1999). 
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1 - representação da bactéria antes de infecção, 2 - representação após 
infecção da planta. (GLN) indica glutamina, (GLU) glutamato, (PMB) membrana 
peribacterióide, (PB8) espaço peribacterióide e (G8) glutamina sintetase. 
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funcionamento do sistema de fixação de nitrogênio em concentrações mais 
elevadas de amônia extracelular (na bactéria selvagem, a adição de amônia ao 
meio de cultura leva a uma acentuada diminuição na atividade e síntese da 
nitrogenase). Outro aspecto desses mutantes deficientes no transporte de amônia, 
seria uma maior dificuldade em recaptar a amônia obtida pelo processo de fixação 
e que teria sido eliminada por difusão. Neste ponto, vale salientar que a amônia 
produzida pelo processo de fixação de nitrogênio e não captada/utilizada pelo 
sistema bacteriano, poderia sofrer difusão para o exterior deste microorganismo, 
permitindo a sua utilização pela planta associada. Esses aspectos são 
extremamente interessantes, na medida em que H. seropedicae é capaz de 
associar-se a diversos vegetais de interesse agrícola. Assim, mutantes de H. 
seropedicae deficientes em transporte de amônio poderiam atuar, em 
determinadas situações, como biofertilizantes. 
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2. OBJETIVO 
• Clonar e seqüenciar as regiões codificadoras para transportadores de íons 
amônio de H. seropedicae. 
3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 BACTÉRIAS E PLASMíDEOS 
BACTÉRIAS 
Herbaspirillum seropedicae 
SmR1 (Z78, SmR, NiT; SOUZA et aI., 1995) 
Escherichía coli 
XL 1 Blue (SAMBROOK et aI. , 1989) 
7118 (MESSING et aI. , 1977) 
LE 392 (SAMBROOK et aI. , 1989) 
PLASMíDEOS 
P TZ19R (MEAD et aI., 1986) 
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pLN1 (este trabalho; contém parte do transportador de amônio de H. 
seropedicae) 
pEMB100 (BENELLI et aI., 1997) 
3.2 BIBLIOTECAS GENÔMICAS 
Foram utilizadas bibliotecas genômicas de H. seropedicae construídas em 
fago À EMBL3 (MACHADO et aI., 1995) e no cosmídeo pLAFR3, mantida na 
bactéria E. coli estirpe DH5 (STEFFENS, 1994). 
3.3 CONDiÇÕES DE CULTIVO 
H. seropedícae estirpe SmR1 foi cultivada em meio NFbHP-malato 
(PEDROSA & YATES, 1984), adicionado de 20 mmol/L de NH4CI (NFbHPN) como 
fonte de nitrogênio. As culturas foram crescidas sob agitação (150 rpm) a 30°C. 
E. colí estirpes XL 1 Blue e 7118 foram cultivadas em meio líquido Luria-
broth (LB) (SAMBROOK et aI., 1989) ou Terrific broth (SAMBROOK et aI. , 1989) 
sob agitação ou em meio sólido MacConkey ou LA, a 37°C. 
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E. calí estirpe LE392 foi cultivada sob agitação em meio líquidoTriptona-
broth (TB) contendo 2% de maltose ou NCZYM adicionado de 10 mmol/L de 
MgCba 37°C. 





MgS04 . 7H20 2,0 . 10-
1 
NaCI 1, O . 10-1 
CaCb 2,0 . 10-2 
Ácido nitrilo-triacético 5,6 . 10-2 
FeS04 . 7H20 2,0 . 10-2 
Ácido málico 5,0 
Biotina 1,0 . 10-4 
Na2Mo04 . 2H2O 2,0 . 10-
3 
MnS04 . H20 2,35 .10-
3 
H3B03 2,8 . 10..:3 
CuS04 . 5H20 8,0 . 10-
5 
ZnS04 . 7H20 2,4 . 10-
4 
o meio sólido foi obtido pela adição de ágar na concentração de 15 g/L ao 
meio líquido. 
LB 
Extrato de levedura 







o meio sólido foi obtido pela adição de ágar na concentração de 15 g/L ao 
meio líquido, sendo denominado LA. 
Terrific broth 
TB 
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Estoques de E. coli e H. seropedicae foram mantidos em glicerol 50% a 
-20°C. 
3.4 PURIFICAÇÃO DE DNA TOTAL DE H. seropedicae 
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Cinquenta mililitros de cultura de H. seropedicae (D.O.Em = 2,0), crescida 
em meio NFbHPN contendo Sm, foi centrifugada à 5000 rpm por 10 minutos, a 
4°C. As células foram lavadas com 30 mL do tampão TES (Tris-HCI pH8,0, 50 
mmol/L; EDTA pH 8,0, 20 mmollL; NaCI 200 mmol/L) e ressuspensas em 20 mL 
do mesmo. As células foram incubadas com a enzima lisozima (1 00 ~g/mL) 
durante 1 hora, a 30°C. Para completar a lise das células foi adicionado o 
detergente SDS 1 % (mN) e a mistura incubada a 55°C por 10 minutos. A 
degradação das proteínas foi feita adicionando-se proteinase K (50 ~g/mL) e 
incubação a 50°C por 8 horas. A mistura foi finalmente extraída com fenol -
clorofórmio-álcool isoamílico (25:24: 1) (2x) e com clorofórmio-álcool isoamílico 
(24: 1) (1 x). Após a extração o DNA foi precipitado com dois volumes de etanol 
absoluto a -20°C por 2 horas, lavado com 1 mL de etanol 80% , seco a vácuo e 
dissolvido em 1 OO~L de água destilada contendo 1 O ~g/mL de RNAse. 
3.5 AMPLIFICAÇÃO DE DNA POR PCR 
A amplificação de parte do gene que codifica para o transportador de íons 
amônio foi realizada pela técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) 
(KOCHER & WILSON, 1991). 
A reação de amplificação foi feita em termociclador Perkin-Elmer 2400 
utilizando-se o tampão Gibco PCR uma vez concentrado, 0,2 mmol/L de dNTPs, 
DNA purificado (molde), 0,2 pmolll-tL de cada oligonucleotídeo ("primers"), 1,5 
mmol/L de cloreto de magnésio e 1 U da enzima ' ~3q DNA polimerase. 
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3.5.1 Amplificação de parte do gene amtB a partir do DNA total de H. 
seropedicae 
Os "primers" utilizados para a amplificação de parte do gene amtB a partir 
do DNA genômico de H. seropedicae foram oligonucleotídeos sintetizados 
quimicamente (Gene Assembler da Pharmacia). A sequência desses 
oligonucleotídeos foi obtida a partir da comparação das sequências de 
transportadores de amônio de diversos organismos, depositadas em banco de 
dados (GenBank). 
Foram utilizados 10!-lg de DNA genômico como molde e o volume final da 
reação foi de 50 !-lL. Os parâmetros do termociclador foram: 1 ciclo de 10 minutos 
a 94°C; 10 ciclos de 5 minutos a 94°C, 2 minutos a 20°C e 2 minutos a 72°C; 25 
ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 20°C e 2 minutos a 72°C e 2 ciclos de 10 
minutos a 72°C. Durante a elevação da temperatura de 20°C a 72°C foi utilizada 
apenas 10% da potência na primeira etapa de amplificação e 20% da potência na 
segunda. O fragmento amplificado foi analisado em gel horizontal de agarose 
1,5% , utilizando o tampão TAE 1 X (0,04mols/L Tris-Acetato e 0.001 mols/L EDTA). 
3.5.2 Amplificação de parte do gene amtB a partir do plasmídeo pEMB100 
A reação de PCR e os parâmetros do termociclador foram os mesmos do 
item anterior, com exceção do "template" que aqui foi o plasmídeo pEMB 100 
(BENELLI et aI. , 1997) . 
3.5.3 Amplificação do gene amtB a partir da biblioteca genômica de H. 
seropedicae em cosmídeo pLAFR3 
Para esta amplificação foram utilizados os "primers" específicos TNH41 e 
TNH42, obtidos a partir de parte do gene que codifica para o transportador de íons 
amônio em H. seropedicae, juntamente com os "primers" reverso e universal. 
Co~: ~('~de fo:'"?:;. I ;; iil7ados um conjunto de cosmídeos de uma biblioteca 
genômica de H. seropedicae em cosmídeo pLAFR3. Foram feitas quatro 
diferentes reações: com o "primer" universal e TNH41 ; universal e TNH42; reverso 
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e TNH41 ; e reverso e TNH42. Os parâmetros do termociclador foram: 1 ciclo de 5 
minutos a 96°C, 2 minutos a 40°C e 4 minutos a 72°C; 35 ciclos de 40 segundos a 
95°C, 40 segundos a 40°C e 4 minutos a 72°C e 1 ciclo de 30 segundos a 95°C e 
10 minutos a 72°C. 
3.6 PURIFICAÇÃO DE DNA PLASMIDIAL 
O método utilizado para a purificação de plasmídeos foi o de lise alcalina 
(SAMBROOK et aI. , 1989). 
A bactéria E. colí contendo o plasmídeo de interesse foi crescida em 5 mL 
de meio LB com ampicilina até uma 0 .0. 600 ~ 2,0. A cultura foi transferida para 
tubos plásticos de 1,5 mL e, as células coletadas por centrifugação (13.000 x g, 1 
minuto) foram ressuspensas em 1 00 ~L de uma solução contendo Tris-HCI 25 
mmol/L, pH 8,0; glicose 50 mmol/L e EOTA 10 mmol/L (GET). As células foram 
lisadas com 200 IlL de uma solução contendo NaOH 0,2 mol/L e SOS 1 % (mN). 
As proteínas, o ONA cromossomal desnaturado, os restos celulares e o SOS 
foram precipitados com a adição de 180 ~L de acetato de potássio 3 mollL pH 4,8 
e incubação por 10 minutos em gelo. As amostras foram, então, centrifugadas 
(13.000 x g, 5 minutos) e a solução aquosa foi extraída com 1 00 ~L de fenol-
clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1 ).0 ONA plasmidial foi precipitado com 1 mL 
de etanol absoluto, lavado com 1 mL de etanol 700/0, seco à vácuo e dissolvido em 
30 I-!L de água contendo RNAse na concentração final de 1 O ~g/mL. Após, foi 
analisado por eletroforese em gel de agarose. 
3.7 ANÁLISE ELETROFORÉTICA DE DNA 
A eletroforese de ONA foi feita em gel de agarose horizontal como descrito 
por MANIATIS et al.(1982) . 
O tampão utilizado foi T At= oi X t Tris-ac~ldiu 40 mmol/L e EOT A 1 mmol/L pH 
8,0). O ONA foi visualizado após tratamento com solução de brometo de etídeo 
(0,5 mg/mL) em transiluminador de luz ultravioleta e o perfil eletroforético 
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registrado fotograficamente ou utilizando um sistema de vídeo imagem acoplada a 
equipamento de impressão térmica (GDS 5000). 
3.8 CONDiÇÕES DE DIGESTÃO DE DNA COM ENZIMAS DE RESTRiÇÃO 
As condições utilizadas para a digestão de DNA com enzimas de restrição 
foram aquelas especificadas pelo fabricante ou por MANIATIS et aI. (1982) . 
Usualmente 1-5 U das diferentes enzimas de restrição foram utilizadas para 
digestão de 0,2 - 1 j.!g de DNA em um volume de 20 j.!L durante 4 horas na 
presença do tampão adequado a 37°C. 
3.9 PREPARO DO DNA COM PONTAS CEGAS 
Os produtos de PCR a serem ligados em terminal cego foram tratados com 
a enzima T4 DNA polimerase. A reação foi feita utilizando-se o tampão T 1X 
concentrado da Amersham (33 mmollL Tris -acetato pH 7,9; 10 mmollL de acetato 
de magnésio; 0,5 mmollL de ditiotreitol e 66 mmol/L de acetato de potássio), 0,3% 
de BSA (soroalbumina bovina) acetilada, 0,17 mmol/L de dNTP's, 0,4 U de T4 
DNA polimerase e 1 j.!g DNA. 
3.10 PREPARO DOS VETORES 
Os vetores foram linearizados com a enzima de restrição adequada. Após a 
restrição, a enzima foi desnaturada por calor ou retirada por extração com um 
volume de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico (25:24: 1). O DNA extraído foi 
precipitado com etanol absoluto, lavado, seco e dissolvido em água. 
3.11 LIGAÇÃO DE DNA 
O vetor linearizado (item 3.10) foi ligado ao inserto numa proporção de 1:5 
(moi) utilizando tampão de ligação, 0,8 U de T4 DNA ligase e incubação a 16°C 
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durante a noite. No caso de ligação em terminal coesivo, a mistura vetor-inserto foi 
aquecida a 65° C por 5 minutos e resfriada em gelo antes da adicão do tampão e 
da enzima. 
3.12 TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA POR ELETROPORAÇÃO 
3.12.1 Preparo de células eletrocompetentes 
Dois e meio mililitros de uma cultura saturada foram inoculados em 250 mL 
de meio LB, quando E. calí e em meio NFbHPN, quando H. serapedícae. A cultura 
foi crescida até D.O.&X) 0,5 -1 ,0. As células foram coletadas por centrifugação 
(5000 rpm por 15 minutos) e lavadas duas vezes com água estéril (250 e 150 mL). 
Em seguida, foram ressuspensas em glicerol 10010 , centrifugadas novamente 
(10.000 rpm por 5 minutos), ressuspensas em um volume final de 0,5 mL de 
glicerol 100/0, separadas em alíquotas de 40 J.lL e estocadas a -70°C. 
3.12.2 Transformação bacteriana 
O método utilizado foi indicado pelo fabricante do eletroporador (Gibco-
BRL). 
Foi adicionado 1 J.lL da ligação vetor-fragmento em 40 J.lL da bactéria E. calí 
eletrocompetente. A suspensão foi transferida para uma cubeta de eletroporação e 
submetida a um campo elétrico de 4kV, 200Q, 330J.lF, a fim de permitir a entrada 
do plasmídeo na bactéria. Um mililitro do meio LB foi adicionado à cubeta e a 
amostra foi incubada a 37°C sob agitação, por uma hora. Após incubação a 
suspensão foi plaqueada em meio sólido LA ou MacConkey contendo os 
antibióticos adequados. 
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3.13 SELEÇÃO DOS PLASMíDEOS RECOMBINANTES 
Os plasmídeos recombinantes inseridos em E. calí foram selecionados em 
meio diferencial MacConkey contendo ampicilina (resistência do vetor pTZ19R). 
As colônias brancas foram crescidas em meio LB contendo o mesmo antibiótico 
para posterior purificação do DNA plasmidial. 
3.14 SEQUENCIAMENTO DE DNA 
3.14.1 Preparação de DNA simples fita 
Cinco mililitros da bactéria hospedeira E. calí estirpe XL 1 BLUE contendo o 
plasmídeo de interesse foram crescidos durante a noite em meio LB com os 
antibióticos ampicilina e tetracicl ina. Para a infecção, 50 !J.L desta cultura foram 
inoculados em 3 mL do meio Terrific broth com os antibióticos ampicilina, 
tetraciclina e kanamicina, 20/0 de glucose e 1 OO~L do fago M13K07 e deixados a 
37°C sob agitação por aproximadamente 24 horas. 
A cultura foi transferida para tubos plásticos de 1,5 mL e centrifugada a 
13.000 x 9 por 3 minutos. Um mililitro do sobrenadante foi coletado e a este foi 
adicionado 250~L de PEG (polietilenoglicol) 20% e NaCI 2,5 mollL e o sistema foi 
incubado em gelo por no mínimo 30 minutos. A mistura foi , então, centrifugada a 
13.000 x 9 por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e a amostra foi 
submetida a nova centrifugação a 13.000 x 9 por 30 segundos, para retirar o 
excesso de PEG e ressuspensa em 1 00 ~L de Tris-HC11 O mmollL, pH 8,0 e EDTA 
1 mmollL. A mistura foi extraída uma vez com 50~L de fenol e uma vez com 50 ~L 
de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico (25:24: 1). Após a extração o DNA foi 
precipitado com 3 volumes de etanol absoluto, lavado com 1 mL de etanol 80% , 
seco à vácuo e ressuspenso em 40~L de água. 
3.14.2 Preparaçeo de DNA ~"'.,~;:! :;ta 
A purificação de DNA plasmidial para posterior sequenciamento foi 
realizado basicamente como no item 3.6. Após dissolvido em água, o DNA foi 
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incubado com RNAse (concentração final de 1 jlg/mL) por 3 horas a 37°C. Foram 
feitas, então, mais duas extrações com 1 00 ~L de fenol-clorofórmio-álcool 
isoamílico, o ONA foi precipitado com 450 ~L de etanol absoluto, lavado, seco e 
dissolvido em aproximadamente 8 ~L de água. 
3.14.3 Reação de sequenciamento 
O procedimento é baseado na incorporação de dideoxinucleotídeos 
marcados com material fluorescente. Nesta reação foram utilizados 
aproximadamente 0,5 ~g do ONA purificado, 2,6 ~L de tampão TACS (Tris 106 
mmol/L, MgCb 2,6 mmol/L e (NH4hS04), 15 pmol do primer apropriado e 6,0 ~L 
de mistura para sequenciamento Terminator Ready Rxn Mix (Perkin-Elmer). O 
volume final da reação foi de 20 ~L. A reação foi feita utilizando-se um 
termociclador e os parâmetros foram: 1 ciclo de 5 minutos a 95°C e 35 ciclos de 
30 segundos a 96°C, 30 segundos a 40°C e 6 minutos a 60°C. 
3.14.4 Tratamento da amostra após reação de sequenciamento 
O produto da reação de sequenciamento foi precipitado com 7 ~L de acetato 
de amônio 7,5 mol/L e 100 jlL de etanol absoluto, centrifugado (13.000 g por 15 
minutos), lavado com etanol 70% , dissolvido em 15 jlL de TSR (Template 
Suppression Reagent), desnaturado (96°C por 5 minutos) e submetido a 
eletroforese no Sequenciador Automático de ONA da Applied Biosystems ABI-
PRIZM 310 (Perkin-Elmer). 
3.15 INFECÇÃO DA BACTÉRIA E. co/; ESTIRPE LE392 COM FAGO À EMBL3 
(BIBLIOTECA GENÔMICA) 
A bactéria E. coli estirpe LE392 foi crescida em meio TB com maltose até 
O.Oero == 2. As células foram coletadas por centrifugaçao, I t;;:;tiusperl!:)é.i~ él'íl 1i10 
do volume de sulfato de magnésio 10 mmol/L e estocadas a 4°C por no máximo 2 
semanas. 
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Para a infecção foram misturados 1 O ~lL da bactéria, 3-1 O ~L da suspensão 
de bacteriófago e o volume foi completado para 200 ~L com uma solução de 
MgS04 10 mmol/L. 
O sistema foi incubado a 37°C por 30 minutos e, após incubação, foram 
adicionados 3 mL de meio SM (5,8 g/L NaCI , 2 g/L MgS04.7H20, 0,05 mol/L Tris-
HCI pH7,5 e 0,01 % de gelatina) contendo 0,7%) de agarose e 3 ~L de tiamina 5 
mg/mL. Esta mistura foi espalhada imediatamente sobre uma placa contendo meio 
LA. As placas foram incubadas a 37°C por aproximadamente 12 horas. 
3.16 TRANSFERÊNCIA DO DNA DO FAGO À EMBL3 PARA MEMBRANAS DE 
NYLON OU NITROCELULOSE 
O método utilizado foi o descrito pelo fabricante da membrana (Amersham). 
A membrana foi colocada delicadamente sobre a superfície do ágar que contém 
as placas de lise e deixada por 1 minuto. Marcou-se a membrana e o ágar com 
uma agulha, para permitir a correta orientação nas placas. A membrana foi tratada 
com soluções desnaturante (1 ,5 mollL NaCI e 0,5 mollL NaOH) por 5 minutos, 
neutralizante (1 ,5 mollL NaCl, 0,5 mollL Tris-HCI pH 7,2 e 0,001 mollL EDTA) por 
5 minutos e com uma solução 20X SSC (3 mollL NaCI e 0,3 mollL de citrato de 
sódio) por 2 minutos. Esses tratamentos foram realizados sobre papel filtro 
embebido com as soluções. Após secagem ao ar, o DNA foi fixado à membrana 
de nitrocelulose em estufa a 85°C durante 2 horas ou à membrana de nylon por 
irradiação com luz ultravioleta em transiluminador durante 4 minutos. 
3.17 TRANSFERÊNCIA DO DNA DO GEL DE AGAROSE PARA MEMBRANA 
DE NYLON OU NITROCELULOSE 
Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de 
áf:1~;~S~ , visué.:: ; ':::! (~~S, fotografados e transferidos a vácuo (VacumnGane ™ XL; 
Pharmacia Biotech) para uma membrana de nylon ou nitrocelulose. Para a 
transferência, o gel foi tratado com solução desnaturante (1 ,5 mollL NaCl, 0,5 
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mol/L NaOH) por 5 minutos, com solução neutralizante (1 ,5 mol/L NaCl, 0,5 mol/L 
Tris-CI pH 7,2 e 0,001 mol/L EOTA) por 7 minutos e o ONA transferido a vácuo 
com uma solução 20X SSC (3 mol/L NaCI e 0,3 mol/L de citrato de sódio) por 30 
minutos. O ONA foi fixado à membrana como descrito no item anterior. 
3.18 HIBRIDIZAÇÃO 
As membranas contendo ONA foram pré-hibridizadas em tampão de Tris-
HCI 50 mmol/L pH 7,5 contendo SOS 5% por 15 minutos a 65 °C e hibridizadas na 
mesma solução contendo a sonda marcada com [32p] a 65°C, durante 
aproximadamente 24 horas. As membranas foram lavadas com SSC 2X a 0,1 X, 
SOS 0,1% a 65°C, por 30 minutos e expostas contra um filme de raios-X. 
Os procedimentos para marcação da sonda com e2p] e hibridização das 
membranas foram realizadas por REGO, neste laboratório. 
3.19 PURIFICAÇÃO DE DNA EM GEL DE AGAROSE 
Para purificação de fragmentos de ONA a partir de gel de agarose, a 
eletroforese foi conduzida em agarose de baixo ponto de fusão em tampão T AE 
1 X. Após visualização, as bandas correspondentes aos fragmentos de interesse 
foram cortadas, separadas em tubos eppendorf e incubadas a 65°C por 5 minutos 
para a fusão da agarose. Após incubação, foram adicionados: Tris-HCI pH 8,0 (50 
mmol/L), NaCI (200 mmol/L) e 1 volume de fenol equilibrado com Tris-HCI pH 8,0. 
A mistura foi agitada e centrifugada a 13.000rpm por 5 minutos. À fase aquosa 
acrescentou-se 0,6 volumes de isopropanol. A mistura foi incubada a -20°C por 20 
minutos sendo então centrifugada a 13.000rpm por 10 minutos. O sedimento 
obtido foi lavado com etanol 80% , seco a vácuo e dissolvido em água. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 Síntese de oligonucleotídeos para a amplificação de parte do gene que 
codifica para o transportador de íons amônio em H. seropedicae 
Devido a dificuldade experimental em se utilizar sondas heterólogas para a 
hibridização com a finalidade de se clonar genes, a estratégia utilizada foi a 
ampl ificação e clonagem de um pequeno fragmento do gene que codifica para o 
transportador de íons amônio em H. seropedicae e que seria utilizado como sonda 
homóloga. Para isso, foram sintetizados oligonucleotídeos para a amplificação 
deste fragmento a partir do DNA genômico de H. seropedicae. 
Para a determinação da seqüência dos oligonucleotídeos a serem utilizados 
na reação de PCR, foram comparadas seqüências de aminoácidos já conhecidas 
de possíveis transportadores de íons amônio de três organismos (Escherichia co/i, 
Bacillus subtilis e Mycobacterium tuberculosis). A comparação destas seqüências 
foi realizada utilizando-se o programa Clustal , que faz alinhamentos, permitindo a 
determinação de suas regiões comuns (figura 4). As regiões mais conservadas 
(regiões 1 e 3 da figura 4) foram escolhidas para a síntese dos "primers" e para 
isso foram convertidas para nucleotídeos, obedecendo uma tabela de preferência 
de uso de códons para H. seropedicae (SOUZA, 1990) (tabela 1). Como o código 
genético é degenerado, em algumas posições havia a possibilidade de se colocar 
mais de uma base. Durante o processo de síntese, parte das moléculas 
receberam uma determinada base, enquanto outros receberam outras bases. 
Assim sendo, foi sintetizado para cada região uma população de "primers", cujas 
seqüências estão apresentadas na figura 5. Na figura estão indicados, entre 


































* * * ** ** ** 
ALFYGGLI RGKNVLSMLTQVTVTFALVCI LWVVYGYSLAFGEGNNFFGNI 
AFFYGGMVRSKSVLNMIMMSISAMGVVTVLWALYGYSIAFGDDVGNIAGN 
ALFYGGMVKSKNVLSTAMHSFSSIAIVSIVWVLFGYTLAFAPGNSIIGGL 
* . **** .... *.** * * ** ** 
N---WLMLKN-IELTAV---------------MGSIYQYIHVAFQGSFAC 
PSQYW-GLKGLIGVNAVAADPSTQTAAVNIPLAGTLPATVFVAFQLMFAI 
E-- - WAGLKG-VGFDPGD-------------YSDTIPHSLFMMFQMTFAV 













* * ** *** *** * .. .,.. . 
região 3 
* . *. * * ** ** * 
ALRGKPSLLGACS GAIAGLVGVTPACGYI GVGGALI I GVVAGLAGLWGVT 
VRDGKATTLGAASGIVAGLVAITPSCSSVNVLGALAVGVSAGVLCALAV-
IINKKPTMLGAVSGAIAGLVAITPAAGFVTPFASIIIGIIGGAVCFWGVF 




** ** * * * * * * * * * 
TMGHQL--LV--QLES IAITIVWSGVVAFI GYKLADLTVGLRVPEEQERE 
FYGGGFAQLERQALGACSV-LVYSGIITLlLALILKFTIGLRLDAEQEST 
FYGDAS--LIWKQIVAlAATYVFVFIVTFVIIKIVSLFLPLRATEEEESL 




* * * * * 
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Figura 4 - Comparação das seqüências de transportadores de amônio de 
Escherichia coli, Baci/lus subtilis e Mycobacterium tuberculosis e 
localização de regiões com alta homologia. 
As seqüências de transportadores de íons amônio dos organismos E. coli, 
B. subtilis e M. tuberculosis foram alinhadas utilizando o programa (continua ... ) 
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( ... continuação figura 4) Clustal. Os asteriscos indicam aminoácidos idênticos, 
enquanto os pontos indicam substituições de aminoácidos do mesmo grupo. Os 
traços nas seqüências indicam espaços criado pelo programa a fim de fornecer o 
melhor alinhamento entre as seqüências. Em vermelho estão indicados as regiões 
de alta homologia, as quais foram utilizadas para obtenção dos "primers" para 
reação de PCR. As setas indicam o sentido (5'---* 3')dos "primers" sintetizados. 
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Tabela 1 - Comparação do uso de códons de H. seropedicae, A. brasilense e 





Ec Resíduo Hs 
I 
Ab Ec 
e codon e codon 0/0 de uso 0/0 de uso 
Phe ITT 
I 
i ( 3 44 
I 
Iyr TAl 29 10 
I 
41 
I Phe TTC 83 97 56 Tyr TAC 71 90 59 
Leu TTA 2 O 6 * O 25 88 
Leu TTG 22 1 8 * O O 4 
Leu CTT 
I 
2 2 9 His CAT 47 9 
I 
39 
Leu CTC 17 26 7 His CAC 53 91 61 
Leu CTA 
I 
3 O 2 Gln CAA 32 3 
I 
27 




I I lIe ATT 25 3 37 Asn AAT 35 9 24 
I I I lIe ATG 69 97 62 Asn AAC 65 91 76 
Ile ATA 6 O 1 Lys AAA 21 2 77 




4 6 38 Asp GAT 42 4 
I 
51 
I Vai GTC 37 54 13 Asp GAC 58 96 49 
Vai GTA 
I 
14 O 23 
I 
Glu GAA 55 28 
I 
73 
Vai GTG 46 40 27 Glu GAG 45 72 27 
Ser TCT O 2 27 Cys TGT 40 O 42 
Ser TCC 25 31 26 Cys TGT 60 100 58 
Ser TCA 6 O 8 * 100 75 8 
Ser TCG 33 47 11 Trp TGG 100 100 
I 
O 
Pro CCT 6 O 9 Arg CGT 26 6 58 
I I I Pro CCC 36 16 6 Arg CGC 51 81 35 
Pro CCA 9 O 20 Arg CGA O O 
I 
2 
Pro CCG 48 84 65 Arg CGG 21 11 
I 
3 
Thr ACT 13 2 24 Ser AGT 17 O 6 
I I Thr ACC 69 76 51 Ser AGC 19 20 22 
Thr ACA 
I 
3 2 6 
I 
Arg AGA 2 O 
I 
1 
Thr ACG 16 20 20 Arg AGG O 2 <1 
I I Ala GCT 5 5 28 Gly GGT 18 15 48 
I Ala GCC 67 70 19 Gly GGC 66 82 41 
Ala GCA 5 O 23 Gly GGA 6 O 
I 
5 




G/y GGG 10 3 7 
31 
REGIÃO 1 A[~rFAGG 
5' GC C 
~l T [gt A ~ TT C GC ~rGg GG 3' C C C C 
G T lG T 
REGIÃO 3 
5' 






G G G G 
A A 
3' 
Figura 5 - Seqüência dos oligonucleotídeos degenerados derivados da 
comparação das seqüências do gene para o transporte de amônio de E. coli, 
M. tuberculosis e B. subtilis 
Em azul são indicadas as sequencias de aminoácidos e em preto as 
seqüências de nucleotídeos obtidos a partir da tabela de uso de códons de H. 
seropedicae (SOUZA, 1990). Entre parênteses são indicados os vários 
nucleotídeos presentes na posição. 
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4.2 Amplificação do fragmento via PCR utilizando os "primers" degenerados 
Seria esperado que com a utilização dos "primers" indicados, um fragmento 
de cerca de 180 pares de base (pb) fosse amplificado. Este fragmento 
corresponderia aos 59 aminoácidos presentes nesta região. Após realização da 
reação de PCR e análise por eletroforese, um fragmento migrando com o tamanho 
esperado foi obtido (figura 6). 
~ 1 
123 pb-
Figura 6 - Produto de amplificação por PCR obtido do DNA genômico de H. 
seropedicae. 
Eletroforese em gel de agarose 1 ,5°1Ó em TAE 1X. 
Linha 1- mostra o produto de amplificação por PCR utilizando DNA genômico de H. 
seropedicae e os "primers" degenerados. 
MW indica padrão de massa molecular (123 pb ladder). 
l1Ulnnc~ DI L!t;!C!~S nlOl~G!CaS / UfPR 33 
Vários parâmetros dos ciclos da reação de PCR foram testados antes de 
conseguirmos o produto de amplificação. A dificuldade para obtenção deste 
amplificado deveu-se provavelmente à degeneração dos "primers" que não se 
ligavam de forma específica ao molde (DNA genômico de H. seropedicae) em alta 
temperatura. Para que ocorresse o pareamento entre os oligonucleotídeos e o 
DNA total foi necessário a utilização de uma temperatura de anelamento bastante 
baixa (200 C) (item 3.5.1) o que vem a diminuir ainda mais a especificidade dos 
"primers". 
4.3 Construção do plasmídeo plN1 
O fragmento amplificado foi clonado no vetor pTZ19R (figura 7). Para isso, 
o vetor foi cortado com a enzima de restrição Hinc lI, que produz terminal cego e 
manipulado a fim de adicionar o nucleotídeo timidina ao seu terminal 3'. Este 
procedimento foi utilizado, pois facilita a ligação com o fragmento amplificado, uma 
vez que a enzima Taq DNA polimerase normalmente adiciona o nucleotídeo 
adenosina na extremidade 3' dos produtos amplificados durante a reação de PCR. 
Após a ligação do segmento de PCR ao vetor pTZ19R, a bactéria E. coli 
estirpe XL 1 Blue foi transformada com a mistura de ligação e selecionada através 
da resistência ao antibiótico ampicilina, em meio diferencial MacConkey. Como o 
plasmídeo pTZ19R apresenta resistência a ampicilina, cresceram neste meio 
apenas as bactérias que o receberam. Dentre estas, aquelas cujo plasmídeo 
continha o inserto foram selecionadas pela diferença de cor quando crescida em 
meio MacConkey. A entrada do inserto no vetor impede a produção da enzima p-
galactosidase. A presença desta enzima torna o meio ácido, assim as colônias 
que a produzem tornam-se avermelhadas no meio MacConkey e aquelas que não 
produzem a enzima permanecem brancas. As colônias brancas foram crescidas 
em meio LB contendo ampicilina e foi feita a extração do seu plasmídeo (item 3.6). 
Os plasmídeos obtidos foram analisados para a presença do insert0 de 180 
pb. Inicialmente as análises foram feitas através digestão com as enzimas de 
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restrição EcoRI e HíndlII, que liberam o inserto. Como desta forma não foi 
possível visualizar o fragmento a ser liberado, partiu-se para análise do plasmídeo 




h 1" 9& ~~'íii8~ffiiM~ T7 promoter 
pTZ19R 
2,9kb 





recombinante através de reação de peR utilizando-se os "primers" reverso e 
universal, que alinham-se a 3' e 5' respectivamente do sítio de policlonagem do 
plasmídeo pTZ19R (figura 7). Foram utilizados como molde desta reação o vetor 
pTZ19R com e sem o inserto, sendo possível , assim, constatar a presença deste, 
pela diferença de tamanho do produto amplificado entre as duas amostras. Na 
figura 8 é possível observar uma diferença de taxa de migração entre os produtos 
de amplificação obtidos a partir do vetor e do plasmídeo recombinante. O primeiro 
apresenta aproximadamente 120 pb e o segundo aproximadamente 300 pb, o que 
comprova a presença do inserto neste último. Apenas um clone foi obtido e este 
foi denominado pLN1 (figura 9). 
4.4 Sequenciamento do inserto do plasmídeo pLN1 
A purificação do DNA para sequenciamento foi feita inicialmente através da 
infecção do clone com o bacteriófago M13K07, produzindo DNA simples fita . 
Entretanto, devido a dificuldade de infecção da bactéria pelo bacteriófago, a 
quantidade de DNA produzida era insuficiente para a realização do 
sequenciamento (resultados não apresentados). O sequenciamento foi feito então, 
com DNA dupla fita . 
O plasmídeo pLN1 foi sequenciado utilizando-se o "primer" universal. A 
seqüência obtida apresentou 176 pb (figura 10) e engloba seqüências dos 
"primers" utilizados para a amplificação. 
Através do sequenciamento foi possível constatar que a ligação do 
fragmento ao vetor pTZ19R ocorreu em terminal cego muito embora tenha sido 
feita reação para introdução de nucleotídeos no terminal 3'do vetor (item 4.3). A 
figura 10 mostra a seqüência do fragmento de DNA obtido e a região em azul 
indica o sítio de restrição da enzima Hinc lI, com a qual o vetor foi cortado para a 





Figura 8 -Análise do plasmídeo recombinante por peR. 
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o plasm ídeo recombinante foi analizado por peR utilizando os "primers" reverso e 
universal que se alinham nas extremidades do sítio de policlonagem do vetor pTZ19R. 
MW - indica padrão de massa molecular (100 pb ladder). 
1 - produto de amplificação por peR utilizando o plasmídeo pTZ19R como molde. 




Figura 9 - Esquema do plasmídeo pLN1. 
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OripBR322 
O pLN1 corresponde ao vetor pTZ19R contendo um fragmento de aproximadamente 180 
pb correspondente ao gene amt de H. seropedieae inserido no gene JaeZ. 
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A seqüência obtida foi submetida a comparações com o banco de dados 
(GenBank) utilizando-se o programa BLAST (AL TSCHUL et aI. , 1997). Este 
programa traduz a seqüência de nucleotídeos nas seis seqüências de leitura 
possíveis e as compara com seqüências depositadas no banco de dados. A 
análise desta comparação demonstrou que a seqüência submetida apresentou-se 
bastante similar a seqüência de transportadores de íons amônio de outros 
organismos, o que sugere tratar-se realmente de uma parte do gene que codifica 
para o transportador de íons amônio em H. seropedicae (tabela 2 e figura 11 ). 
Essa análise indicou alta homologia com o gene amtB de E. colí e devido a isso 





Figura 10- Seqüência obtida do fragmento amplificado a partir do genoma de 
H. seropedicae. 
As regiões em vermelho correspondem aos "primers" utilizados na 
amplificação e as regiões em azul correspondem ao sítio de restrição da enzima 
Hinc II (pertencentes ao vetor). Em verde está mostrada a seqüência traduzida 
para aminoácidos. O primeiro aminoácido corresponde ao terceiro nucleotídeo 
mostrado. 
4.5 CLONAGEM DO GENE amtB DE H. seropedicae 
Devido a dificuldade de clonar este gene, foram utilizadas várias estratégias 
diferentes na tentativa de obtê-lo. Estas serão comentadas abaixo. 
4.5.1 Hibridização do fragmento amtB de H. seropedicae contra banco 
genômico de H. seropedicae em fago Iv EMBL3 
O fragmento amtB de H. seropedicae clonado no plasmídeo pLN1 foi 




seropedicae. Para isso uma biblioteca genômica em fago À EMBL3 foi transferido 
para membranas de nylon ou nitrocelulose visando a sua hibridização com o 
plasmídeo pLN1 marcado radioativamente. 
Tabela 2 - Comparação da seqüência obtida do fragmento amplificado do 






Função identidade (%) similaridade(%} \ 





amt provável transportador 55 72 
tuberculosis de amônio I 
Bacilus subtilis ngrA provável transportador 50 67 
de amônio 
Saccharomyces I mep3 transportador de 40 67 
amônio cerevlsae i 
Saccharom ces I y me 1 p transoortador de 40 67 
cerevisae amônio 
Arabdopis amt1 Alta afinidade com 49 66 
thaliana transportadores de 
amônio 
A análise foi feita a partir da seqüência de aminoácidos e são indicadas 






GENE AMTB DE E. coli PROVÁVEL TRANSPORTADOR DE AMÔNIO 
Query : 1 AMDFAGGTVVHINAAIAGLVGSYVIGKRIGFGKEAFKPHSLTLTMVGASLLWFRLVGF 58 
A+DFAGGTVVHINAAIAGLVG+Y+IGKR+GFGKEAFKPH+L + G ++L+ GF 
Sbjct : 180 ALDFAGGTVVHINAAIAGLVGAYLIGKRVGFGKEAFKPHNLPMVFTGTAILYIGWFGF 237 
GENE AMT DE M. tuberculosis PROVÁVEL TRANSPORTADOR DE AMÔNIO 
Query : 1 AMDFAGGTVVHINAAIAGLVGSYVIGKRIGFGKEAFKPHSLTLTMVGASLLWFRLVGF 58 
A+DFAGGT VHINA +A L+ + V+GKR G+ F+PH+L M+GA+LLWF GF 
Sbjct : 189 AIDFAGGTAVHINAGVAALMLAIVLGKRRGWPATLFRPHNLPFVMLGAALLWFGWYGF 246 
GENE NRGA DE B. subtilis PROVÁVEL TRANSPORTADOR DE AMÔNI O 
Query: 1 AMD FAGGTVVHINAAIAGLVGSYVIGKRIGFGKEAFKPHSLTLTMVGASLLWFRLVGF 58 
A+DFAGG VVHI++ +AGLV + V+GKR A PH+L T +G +L+WF GF 
Sbjct : 155 ALDFAGGNVVHISSGVAGLVLAIVLGKR--KDGTASSPHNLIYTFLGGALIWFGWFGF 210 
Figura 11 - Comparação da sequencia parcial do gene amtB de H. 
seropedicae com seqüências dos microrganismos utilizados para a síntese 
dos "primers" com os quais o fragmento sequenciado foi obtido. 
"Query" indica a seqüência de aminoácidos obtida a partir do fragmento 
amplificado. "Sbjtc" indica a seqüência depositada no banco de dados. Entre a 
seqüência "query" e "sbjtc" são indicados os aminoácidos idênticos ou de mesmo 
grupo (+). 
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Embora algumas condições tenham sido testadas, nenhum sinal de 
hibridização foi obtido. Esse resultado negativo pode ter sido devido ao tamanho 
do fragmento utilizado (176 pb) o que tornaria difícil a detecção da placa de lise 
contendo o gene amtB. 
4.5.2 Hibridização do fragmento do gene amtB de H. seropedicae com o 
cosmídeo pEMB100 
O gene amtB de vários organismos, como o de E. coli (van HEESWIJK et 
a/., 1996), A. vinelandii (MELETZUS et aI. , 1998) e A. caulinodans (MICHEL-
REYDELLET et al. ,1998), está situado a jusante do gene glnK (gene homólogo ao 
glnB) . A fim de verificar a possibilidade do gene amtB estar localizado próximo ao 
gene glnB, um cosmídeo isolado contendo esta região do genoma de H. 
seropedicae foi analisado. O cosmídeo pEMB 100 (BENELLI et a/. , 1997) contém a 
região do genoma de H. seropedicae capaz de complementar mutação glnB512 
de K. pneumoniae. Análise posterior indicou que pEMB 100 possui um gene 
semelhante a glnB (BENELLI et ai, 1997). 
Para determinar se o transportador de amônio de H. seropedicae estava 
localizado neste cosmídeo, o fragmento do gene amtB de H. seropedicae clonado 
no pLN 1 foi marcado com [32p] e utilizado como sonda para hibridização contra 
pEMB 100 digerido com as enzimas de restrição Sal I , Eco RI e Pst 1. Nenhum 
sinal de hibridização foi identificado (resultados não apresentados), sugerindo que 
o gene amtB de H. seropedicae não está localizado neste plasmídeo. Talvez, 
diferentemente dos demais organismos citados, em H. seropedicae os genes glnK 
e amtB não estejam situados próximos um do outro. Entretanto, não é possível 
descartar a hipótese de que não houve hibridização devido ao pequeno tamanho 
do fragmento amtB. 
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4.5.3 Resgate do gene amtB de uma biblioteca genômica de H. seropedicae 
em cosmídeo pLAFR3 por peR 
A partir da seqüência parcial do gene amtB de H. seropedicae foi possível a 
construção de dois "primers" específicos (TNH41 e TNH42) para amplificar o 
restante do gene. Estes "primers" estão em orientação oposta: TNH41 está 
orientado em direção a extremidade 5' do gene amtB, enquanto TNH42 está 




primer TNH41 primer TNH42 
GTCGGCGCCTCGCTGCTGTGGTTCAGGCTGGTCGGCTTCAA 
Figura 12 - Seqüência dos "primers" específicos sintetizados a partir da 
seqüência do fragmento do gene amtB clonado. 
Em vermelho estão indicadas as seqüências dos "primers" TNH41 e TNH42 
e sua localização dentro do fragmento do gene amtB de H. seropedicae. As setas 
indicam o sentido da síntese dos "primers". 
Estes oligonucleotídeos foram utilizados numa reação de PCR que 
apresentava como molde uma população de cosmídeos purificados de uma 
biblioteca genômica de H. seropedicae no vetor pLAFR3 (STEFFENS, 1994). 
Como cada um dos "primers" construídos partia da região central do gene para a 
extremidade, eles foram utilizados em conjunto com os "primers" reverso e 
universal, que se alinham nas extremidades do sítio de policlonagem do cosmídeo 
(figura 13). 
Os insertos dos cosmídeos apresentam um tamanho médio de 25 kilo 
bases (kb). Assim, a amplificação de fragmentÇ>s do gene amtB seria facilitada se 
este estiver clonado nas proximidades do sítio de hibridização dos "primers" 
reverso ou universal , pois se ele estiver localizado numa região mediana, a 
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distância entre os dois "primers" que participarão da reação de peR será muito 
grande, dificultando a amplificação. 
Primer universal Primer reverso 
Inserto ~ 25 kb 
pLAFR3 
Figura 13 - Esquema do cosmídeo pLAFR3. 
As flechas indicam onde se alinham os "primers" reverso e universal. O segmento 
em roxo refere-se ao inserto. Os "primers" específicos para o gene amtB alinham-
se nesta região em posições aleatórias, conforme o posicionamento do gene. 
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Como a orientação do gene dentro do inserto não é conhecida, foi 
necessário fazer quatro diferentes reações: com o "primer" universal e TNH41 ; 
universal e TNH42; reverso e TNH41 ; e reverso e TNH42. Diversas bandas de 








\Xl 1 2 3 4 
Figura 14- Produtos de amplificação obtidos a partir da biblioteca genômica de 
H. seropedicae em cosmídeo pLAFR3, utilizando os "primers"TNH41 e TNH42. 
Eletrofores em gel de agarose 1,0% TAE 1X. 
MW indica padrão de massa molecular (1 kB ladder). 
A amostra 1 representa os produtos amplificados com os "primers" universal e TNH41 . 
A amostra 2 representa os produtos amplificados com os "primers" reverso e TNH42. 
A amostra 3 representa os produtos amplificados com os "primers" reverso e TNH41 . 
A amostra 4 representa os produtos amplificados com os "primers" universal e TNH42. 
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Para confirmar se tratava-se realmente de fragmentos do gene amta os 
produtos de PCR foram separados em gel de agarose, transferidos para uma 
membrana de nylon e hibridizados contra o plasmídeo pLN1 (contém parte do 
gene amta de H. seropedícae) marcado com e2p). Todos os amplificados 
hibridizaram com a sonda, sugerindo que os produtos do PCR faziam parte do 
gene de interesse (resultados não apresentados). Estes amplificados foram 
submetidos à ligação em terminal cego com o vetor pTZ19R. A ligação foi 
transformada em E. calí estirpes XL 1 Blue e 7118 e obteve-se quatro clones, sendo 
um de cada reação. A seleção dos clones (item 3.13) foi feita através da 
resistência a ampicilina conferida pelo vetor e através da coloração das colônias 
em meio MacConkey. 
Os plasmídeos recombinantes foram extraídos e sequenciados. O 
sequenciamento dos fragmentos amplificados com o "primer" reverso foi realizado 
com o universal e vice-versa, evitando assim, a existência de duas regiões de 
hibridização destes oligonucleotídeos situadas no mesmo plasmídeo, uma vez que 
o vetor pTZ19R já apresenta as seqüências complementares a ambos os 
"primers". As seqüências obtidas foram comparadas com o banco de dados. A 
análise desta comparação mostrou que os fragmentos apresentavam alta 
homologia com genoma de E. calí (resultados não apresentados). Isto deve-se 
provavelmente a uma contaminação com o DNA desta bactéria no momento da 
extração dos cosmídeos, uma vez que a biblioteca genômica de H. seropedícae 
em cosmídeo pLAFR3 está mantida em E. cali. 
A hibridização pode ter ocorrido nos sítios de ligação dos "primers", já que 
tanto os fragmentos amplificados, como o pLN1 possuem estas seqüências (os 
sítios dos "primers" reverso e universal, com os quais os fragmentos foram 
amplificados estão presentes no vetor pTZ19R, do qual descende o pLN1 e, além 
disso, os "primers" específicos utilizados foram obtidos a partir do fragmento amta 
clonado no pLN1). 
Muito embora não tenha sido possível neste trabalho a clonagem e o 
sequenciamneto completo do gene amta de H. seropedícae, nossos resultados 
mostram que este gene está presente no genoma deste organismo corroborando 
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resultados bioquímicos e fisiológicos obtidos anteriormente no laboratório 
(KLASSEN et aI., 1997). Análise da seqüência do fragmento obtido indicam que 
esse gene para transporte de amônio possui alta homologia com o gene amtB de 
E. colí , pelo menos na sua região central. 
Além disso, nossos resultados comprovam a validade da estratégia utilizada 




• Um fragmento de DNA de H. seropedícae foi amplificado por peR, utilizando 
"primers" construídos para amplificar transportadores de amônio; 
• A seqüência do fragmento de DNA amplificado mostrou similaridade com 
outros transportadores de amônio, indicando a presença de um transportador 
de amônio em H. seropedícae similar aqueles descritos para E. colí, B. subtílís 
e M. tuberculosís; 
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